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몇몇 포유동물의 수정란을 체외에서 배양할 때

동물 종에 따라 특정시기에 발생이 정지되는 발생

정지현상이 일어나는데 생쥐의 경우 그 시기가, 2-
세포기이므로 이라 한다 이 현상을 규2-cell block .

명하기 위한 여러 연구에 따르면 생쥐에서의,
현상은 그 시기가 발생 과정 중 난자로2-cell block

부터 유래된 모계 유전적 조절(maternal genomic
에서 배아 유전적 조절control) (embryonal genomic
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생쥐 초기 세포 배에서 세포 내 칼슘 농도의2-
변화에 Ni2+이 미치는 영향
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The effect of Ni2+ on the intracellular Ca2+ increase
of the mouse early 2-cell embryos
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Objective: We reported the overcoming effect of Ni2+ on the in vitro 2-cell block of mouse embryos.
In this study, we aim to investigate whether Ni2+ should induce intracellular Ca2+ transient in the
mouse embryos.

Materials and Methods: Embryos were collected at post hCG 32hr from the oviduct of the ICR
mouse and cultured in M2 medium omitted phenol red. Intracellular Ca2+ was checked by using a
confocal laser scanning microscope and fluo-3AM by using various intracellular Ca2+ antagonists.

Results: In 1mM Ni2+ treated medium which contained Ca2+(1.71mM), 75.7% of the embryos showed
[Ca2+]i transient about 200 sec later. In the Ca2+-free medium, 69.8% of the embryos showed [Ca2+]i
transient. In U73122, phospholipaseC(PLC) inhibitor (5uM, 10min) pretreated group, 33.3% of the
embryos showed [Ca2+]i transient. Heparine, inositol 1,4,5-triphosphate receptor(IP3R) antagonist
preinjected embryos showed no response with 1mM Ni2+. In danthrolene treatment, ryanodine
receptor(RyR)-antagonist , 43% embryos showed [Ca2+]i transient but they showed delayed response
about 340sec in the presence of Ca2+.

Conclusions: Summing up the above results, Ni2+ seems to induce Ca2+-release from the Ca2+-store
even in the Ca2+-free medium. IP3 receptors of the mouse 2-cell embryos might have an essential
role for the intracellular Ca2+ increase by Ni2+.

Key Words: mouse in vitro 2-cell block, intracellualr Ca2+ increase, Ni2+, IP3 antagonist, ryanodine receptor
antagonist
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로 바뀌는 세포기로 이는 체외 배양조건control) 2- ,
이 을 저해하거나 충족embryonic genome activation
시켜주지못하는데에기인된다.1,2 즉, non- blocking

과 의 생쥐의 역교배 실험결과strain blocking strain
현상은 모계 조절 현상임을 알 수 있고2-cell block

3 수정란에 수정, blocking strain non-blocking strain
란의 세포질을 미세주입 시 포배기까지 발생이 가

능하므로 수정란의 세포질에 을 극복할2-cell block
수 있는 물질이 존재함을 알 수 있다4.
이와는 달리 체외배양조건이 체내의 환경을 충

족시켜 주지 못하여 배발생이 저해된다는 보고도

있다. Whittingham5 이 생쥐 수정란을 생쥐(1968)
난관 에서 기관배양함으로써 포배기(ampulla region)
로의 발생에 성공한 이래 난관 상피 세포 등 다른

체세포를 이용한 으로co-culture system 2-cell block
이 극복되었다.6 또 배양액내의 여러가지 조성 성
분이 배발달을 저해한다는 보고도 있다 와. Schini
Bavister7 에 의하면 햄스터의 수정란 체외배(1986)
양에 포도당과 인산은 초기 발생을 저해하며 이는

생쥐의 경우에도 마찬가지로 보고 되었다.8 이외에
도 배양액내의 hypoxanthine9 와, hydrogen peroxide
superoxide radical10 이 저해효과를 주므로 이들을

배양액에서 제거함으로써 배 발생에 성공하였

다.11,12

세포의 대사과정에서 Ca2+는 매우 중요한 요소

로 인정되고 있다 세포의 생존을 위한 여러 가지.
대사과정에서 효소의 로써 신경세포에서activator ,
신경 전달 물질 분비과정 근육세포의 수축과정 및,

에 직접적으로 참여하고 있다 또 체action potential .
세포 분열 및 생식세포의 감수 분열에서 세포분열

의 조절 등 세포 내 신호 전달에 중요한 역할을 한

다.13,14 이러한 여러 가지 역할 때문에 Ca2+는 세포

의 신호 전달 체계 에서(cellular signal transduction)
차 전령물질 로 불리고 있다2 (second messenger) .15

이러한 세포 내 Ca2+의 역할 규명을 위한 연구가

여러 방면에서 여러 방법으로 현재 활발히 진행 중

이다.
세포 분열 중 세포분열 중기에서 딸세포가 형성

될 때까지 세포질 내 Ca2+농도가 증가하고 이 현상

은 세포 주기 동안에 반복적으로 일어남이 증명되

었다.16,17 생식 세포인 난자의 성숙과 수정 후에도

이 현상은 나타난다 성게 수정란의 핵막 붕괴.
및 염색질 응축(nuclear envelope breakdown) (chro-

이 일어날 때 세포질 내의matin condensation) Ca2+

증가 현상이 일어나며 이때, Ca2+ 인-chelator ethyle-
nebis(oxyethylenenitrilo)tetraacetic acid(EGTA) 나
ethylenedioxybis(o-phenylenenitrilo)tetraacetic acid

등을 세포 내로 미세 주입하면 핵막 붕괴(BAPTA)
및 염색질 응축 현상이 일시적으로 중지된다.16 또

성숙된 난자가 정자의 침투 없이도 세포질 내 Ca2+

을 미세주입 하거나 세포 내 Ca2+ 증가를 유발하는

Ca2+ 를 처리하여 세포질 내-ionophore Ca2+의 증가

를 인위적으로 유도하면 정상적인 수정을 일으킨

난자와 동일한 일련의 수정 반응이 일어난다.13,17

세포내에 일시적인 Ca2+증가와 감소 현상(Ca2+-
은 미성숙 동물 난자의 성숙이 재개될oscillation)

때도 일어난다.13,16,19,50,51 또 세포분열 중 중기에서

딸세포 형성되는 말기까지 반복적으로 일어나는

데 특히 중후기 전환에서 나타나는, / Ca2+증가가 후

기를 유도한다.18,20 inositol 1,4,5-triphosphate recep-
torgated Ca2+ 의 고갈 은 세포 주기의pool (depletion)

와 에서 정지현상을 유도한다G0/G1phase S phase .
또 voltage-dependent L-type Ca2+ 과-channel N-methyl-

로D-aspartic acid(NMDA) receptor 유입된 Ca2+이

조절요소를 통해 전사를 개시한다 그리고DNA- .
와Whitaker Patel15에 의하면 세포 주기동안 일어나

는 Ca2+증가는 세포 주기 조절인자인 와p34 cyclin
의 합성 인산화과정과 파괴를 조절하여 세포 주기,
에 관여한다고 한다.

주사후 에 얻은 생쥐의 수정란과hCG 30-33hr
초기 세포 배는 체외배양중 배양액내의2 Ca2+를 절

대적으로 요구하는 반면 시간에 얻은 후기, 46-48 2
세포 배는 배양액에 Ca2+가 제거된 상태에서 상실

배 를 형성하기 전 시간 동안 발생한다(morula) 48 .21

또 Abramczuk22에서 효과를2-cell block overcome
보인 가ethylenediamine tetraacetic acid(EDTA) Ca2+

과 Mg2+ 등의 가 이온 로 작용하지만 세포2 chelator
내로는투과하지못하며 등, Suzuki 23과 Fissore24의연

구에서는 를 생쥐 수정란의 위황강EDTA (perivitelline
spac 에 미세주입한 결과 현상이 극복e) 2-cell block
되었다 위의 보고들을 종합해 볼 때 생쥐 초기. 2-
세포배의 생존에 배양액내의 Ca2+이 절대적으로
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요구되며 처리된 는 세포막에 존재하는EDTA Ca2+-
이나 에 작용하였거나 세포막에 어떤channel pump

영향을 줌으로써 Ca2+ 을 유도하signal transduction
였다고 볼 수 있다 와. Bae Yoon25에서 사용된

Ca2+ 인-channel blocker Cd2+와 Ca2+ 인-agonist Ba2+

와 Sr2+는 처리된 농도에 따라 약한 overcome effect
를 보이면서 의 를 증가시키고 있embryo viability
다. a2+ 인-channel blocker Ni2+이 매우 강한 overcome

를 보이는 점을 볼 때 생쥐 초기배에서 나타effect
나는 현상은 배양액내의2-cell block Ca2+ 과 밀ion
접한 관계가 있다고 추정된다.

등의 외부Hormone, growth factor, other agonists
자극은 세포막에 존재하는 단백질을 경유하여G-
inositol triphosphate (IP3 와 를) diacylglydcerol(DAG)
만들며 증가된 는 소포체IP3 (endoplasmic reticulum)
등의 intracellular Ca2+ 로부터store IP3-gated Ca2+

을 열어release channel intracellular Ca2+ 를transient
일으키거나 의sarcoplasmic reticulum ryanodine

을 통해 를 유도한다receptor(RyR) calcium release .26

이렇게 증가된 은 이나 다른calcium ion calmodulin
Ca2+ 에 결합하여 세포 내 대사를-dependent kinase
조절하는 것으로 보인다.
본 연구에서는 생쥐 초기 세포배를2- inositol

인 을 처triphosphate receptor inhibitor xestospongine
리함으로써 로부터ER Ca2+ 를 막은 후release Ni2+

을 처리하여 [Ca2+ 증가 현상이 일어나면]i ryano-
를 통한dyne receptor [Ca2+ 증가로 판명할 수 있]i

다 또한 바꾸어서. ruthenium red(ryanodyne receptor
를 처리한 후inhibitor) Ni2+처리하여 [Ca2+ 증가가]i

일어날 경우는 IP3 로부터receptor Ca2+ 가 일- release
어난다는 증거가 된다 본 연구에서는 외부. Ca2+ 처

리없이 Ni2+처리로 [Ca2+ 의 기원이 되고 있는지를]i
밝혀보기로 한 연구이다.

연구 대상 및 방법

실험 동물 및 배의 수집1.

주된 를5-10 ICR strain female mouse 5IU PMSG
와 로 과배란을 유도한 후 과 합사hCG fertile male
시킨 후 가 확인된 로 부vaginal plug female mouse
터 주사 시간에 난관을 채취하여hCG 30-33 oviduct

으로 배를 수집하여 두개의 전핵과 극체를flushing
가진 수정란과 건강하게 보이는 세포배만 수집2-
하였으며 필요에 따라 를 사용하0.1% hyaluronidase
여 배의 성분과 난구세포를 제거하였다mucin .

배양 방법2.

수집된 배는 방법으로 소량의microdroplet M2
배양액을 로 덮고 이를mineral oil (Sigma) 37o 가C
유지되고 의5% CO2와 공기 의 습도가95% ,100%
유지되는 배양기에 넣어 시간 이상 평형시킨 후4
배양에 사용한다.

배양액과 처리 물질3.

모든 실험에 사용된 기본 배양액은 배양액M2 27

으로 하며 는 하고 삼투압은pH 7.30 -7.40 290-
되도록 하였다310mOsm .

NiCl2˙6H2 은 증류수O (Milli-Q water, Millipore,
에 녹여 으로 만들어 최종 농도USA) 500mM stock

가 으로 되게 사용하1000 M, 100 M, 50 M, 10 M
였다. inositol-triphosphate receptor(IP3 인R) antagonist

은xestospongin (XeC, Calbiochem) dimethylsulfoxide
에 농축액을 만들어 최종 농도(DMSO) 1mM 10uM

로기본배양액에희석하여 분간처리하였다 다30 .
른 종류의 IP3 로 사용된R receptor antagonist heparin

은 증류수에 농도로 미세(Mw= 4,000 Da) 4.5mg/ml
주입 후 분 간 배양하여 사용하였다30 . Dantrolene

은 로 분 간 배양한(Alomone Labs, Israel) 1uM 20
후 사용하였다 의 저해제인. Phospholipase C(PLC)

는 에 녹여 농축액으로 냉동 보U73122 DMSO 2mM
관하였으며사용직전에배양액으로희석하여최종

농도 로 분간 처리하였다5uM 5 . Protein kinase C
저해제인 은 을(PKC) sphingosine (Sigma) 10uM

분간 처리하였다 세포질 내10 . Ca2+-chelator인 et-
hylenedioxybis(o-phenylenenitrilo)tetraacetic acidace-

을 로 분간 처toxylmetyl ester(BAPTA-AM) 20uM 20
리하였다.

4. 공초점 현미경(confocal laser scanning

mi 을 이용한난자내 농도측정croscope) calcium

살아있는 상태의 난자를 관찰하기 위해 본 실험

실에서 고안된 배양 접시를 와 증류수70% EtOH
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로 세척하였다 배양접시 밑에(Milli-Q) . vaselin:
를 조심스럽게 구멍 주위로 얇게paraffin oil (=20:1)

도말하고 깨끗하게 세척된 를 구멍 밑으cover glass
로 밀착시킨 후 에 안쪽에 난자의 움직임cover glass
을 막기 위해 Cell-Tak (Collaborative Biomedical

를 아주 소량Products, Bedford, MA) (1-2㎕ 정도 도)
말한 후 건조시켰다.
세포 내 Ca2+ 인-indicator fluo 3-AM (acetomethyl

을 에type, F-1042, Molecular Probe) DMSO 1㎍/㎕로
녹여냉동보관후사용직전에녹여서최종농도가

이 되도록 배양액에 처리하여 분 시간5 M M16 45 -1
정도 배양하였다 이때배양액내의산도 지시. (pH)
제인 는제거하여사용하였다 배양이끝phenol red .
난 난자는 배양액으로 회 이상 세척하여 난자M2 3
내로들어가지못한 을제거하였다 관찰fluo 3-AM .
에사용되는배양액은난자가 에잘붙어있Cell-Tak
도록하기위해배양액내의 가제거된BSA BSA-free
배양액을사용하며난자의마지막세척은M2 0.01%

의 함유된 배양액을 사용하였다BSA M2 .
제작된 배양접시에 50㎕의 배양액을M2-BSA

준비한 후 난자를 세척하여 조심스럽게 Cell-Tak
이 도말된 위치에 난자를 놓고 현미경으로 관찰 하

였다 에서 배양된 난자의 최초 세척에. Fluo 3-AM
서 현미경까지 분이 넘지 않도록 주의하였다2-3 .
세포 내 Ca2+ 농도 변화를 유도하는 화학 물질의

처리는 농축된 용액을 준비하여 을 시작10X scan
한 후 일정 시각에 배양액에 직접 주입하였다.
공초점 현미경은 형광 도립현미경IX 70 (fluo-

res 에 가 부착된cence inverted microscope) laser Fluo-
를 사용하였다 에view (Olympus, Japan) . Fluo 3-AM

의한 세포내 농도 변화를 관찰하기 위해calcium
488nm excitation argon laser, 510 nm long pass

를 사용하였다emission filter (BA 510F) . FV 200
으로 을(Olympus, Japan) program XYT series scan

실행하여 대물렌즈를 사용하여20x (N.A 0.70) , 5
초 간격으로 초 초 동안250 - 495 scan (512 x 512

하였으며 시 동일한 로 얻기pixel) scan background
위해 매 실험 시 동일한 photo multiplier tube

로 조절 하였다 각 난자의 단위 면적(PMT) value .
당 를 시간의 진행에relative fluorescence intensity
맞추어 image analysis (series analysis; FV 200,

Olym 를 실행한 후 평균값을 구했다pus, Japan) .

미세주입5. (Microinjection)

Intracellular Ca2+ 중에서 세포막의 투과-modulator
가 불가능한 물질, heparine, inositol tri-phosphate
은 를 이용하여 미세주입 하였(IP3) micromanipulator

다 본 실험에 사용된 도립 현미경. (IX70, Olympus)
에 부착된 는 의micromanipulator Narishige Model
을 사용하였으며 는 난자마다 동일한 양, injector
을 주입하기 위해 인picoinjector IM-300 (Narishige)
를 사용하였다 은. Micropipette borocilicated glass
tub 를e (P-2174, Sigma) micropuller (P-97, Sutter

와 그리고instrumnet) microforge (MF-90, Narishige),
를 사용하여 제작하였다microbeveller (RI) .

통계처리6.

대조군과 실험군의 통계적 유의성 검정은

spss/pc+ 을 이용하여 을 구(version 8.0) mean ± SEM
해 하였다Student's t-test .

결 과

1. NiCl2가 생쥐 세포배 체외배양에 미치는2-

영향

과배란 유도된 생쥐 암컷을 주사 시간hCG 30-33
에 초기 세포배를 수집하여 체외에서 배양하면2-
서 배양액내에 Ni2+를 농도별로 처리하여 기간72
동안 배양한 결과는 과 같다 대조군은 전Figure 1 .
체 개의 배에서 을 극복하지 못한79 2-cell block 2-
세포기가 개로 세포기가 개로22 27.8%(22/79), 3-8 20

을 완전히 극복한 상실배25.3%(20/79), 2-cell block
와 포배가 개로 였다 그러나 의6 7.6%(6/79) . 50 M
NiCl2을 처리한 군은 전체 개의 배에서 상실배와83
포배가 개로 였다 또 의54 66.3%(54/83) . 100 M NiCl2
처리군에서는 개 중에서 의 상실배80 67.5%(53/80)
와 포배를 보여 처리군과 비슷한 결과를 보50 M
였다 그러나 처리군은 개 모두가 배양. 500 M 82 48
시간에 개가 정지된 세포기 상태에서91.5%(75/82 ) 2
퇴화되어 대조군 개의 퇴화율과 비교할10.1%(8/79 )
때 유의한 차이를 보여 준다 퇴화된 배는(P<0.001).
세모막이 파손되고 세포질에 비정상적인 액포가
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형성된 후 응축되면서 퇴화되었다.

초기 세포배 세포 내2. 2- Ca2+농도 변화에 미

치는 Ni2+ 이온의 영향

Ni2+를 포함하여 여러 가지 Ca2+ 를channel blocker

처리하면서 공초점 현미경을 이용하여 세포내 Ca2+

의 농도 변화를 조사하였다 는(Figure 2). Figure 2 A
공초점현미경으로세포내 Ca2+를측정하면서여러

가지물질을처리할때생기는물리적자극의영향을

조사한결과이다 기본배양액인 배양액을대조. M2

Figure 1. Effect of various concentration of NiCl2 on the in vitro development of the mouse early 2-cell
embryos cultured for 72hrs. Mouse embryos were cultured in the presence of various concentration of NiCl2.
*, Percentages of the beyond the 2-cell stage embryos significantly differs from the control (p<0.001). **, Percentage
of degenerated embryos significantly differs from the control (p<0.0001). The above results were obtained by
pooling of six replicates. 2C; 2-cell, 3~8C; 3~8-cell, MO; morula, BL; blastocyst, DEG; degenerated embryos.

Figure 2. Effect of various cations on the intracellular Ca2+

transient in early 2-cell in Ca2+-contained medium. Arrow,
addition of 1mM various cations. M2, M2 medium for control;
Ba, BaCl2; Li, LiCl; Sr, SrCl2; Co,CoCl2; Cd, CdCl2, and Ni,
NiCl2

A B C

D E F



- 274 -

군으로첨가하였을때 Ca2+ 농도변화에는영향을주

지못했다. Ni2+을처리하여세포질내 Ca2+ 농도변화

를측정하였다 의배에서. 75.7%(258/341) Ca2+ 농도가

증가되었으며 증가된 의, fluo-3AM fluorescence
는 이었다intensity 1185±26 . Ba2+은 개의배에서 개13 6

의배에서 Ca2+의농도가증가되었으며(46.2%, 6/13),
Co2+는 (72.7%, 32/44), Cd2+ 의 배에서(83.3%, 15/18)
Ca2+증가가 관찰되었다 그러나. Li+과 Sr2+의경우에

는 각각 개 개에서 배양액을 처리한 군과12 25 M2
마찬가지로 Ca2+의 농도 변화가 관찰되지 않았다.
Ni2+의 첨가로 증가되는 Ca2+의 농도 변화는 Figure
에서와 같이 세포배마다그증가량과증가되는3. 2-
시기에서 매우 다른 양상을 보였다.
생쥐 세포 배에2- Ni2+처리로 나타나는 Ca2+의 농

도증가가세포내혹은세포외에서유래한것인가

를 조사하기 위해 Ca2+ 농도를 측정할 때 배양액내

Ca2+를제거하고 의 를첨가하였다2mM EGTA . Figure
에서와 같이4 Ca2+가 함유된 군은 에75.7%(258/341)
서 Ca2+가증가되었고, Ca2+ 처리군-free+2mM EGTA

에서도 가69.8%(30/43) Ca2+ 증가 현상을 보였다.

3. Ni2+에 의한 세포 내 Ca2+ 농도 증가에 미치

는 여러 가지 세포 내 Ca2+조절 물질 (intracellular

Ca2+ 의 영향modulator)

생쥐초기 세포배에서2- Ni2+처리로유도되는 Ca2+

의농도증가가어떤경유로유도되는가를조사하기

위해 여러 가지 세포 내 Ca2+ 조절물질(intracellular
Ca2+ 를 사용하였다modulator) . Phospholipase C(PLC)
의저해제인 를 농도로 분간처리한후U73122 5 M 10
공초점현미경으로 Ca2+농도를측정하면서 Ni2+를처

리하였다 처리군은 를녹이기(Figure 5). DMSO U73122
위해사용된용매로 를대조군으로사용0.5% DMSO
하였다 처리군에서 가. U73122 33.3%(48/114) Ca2+농도

증가를보였으나 는66.7%(96/114) Ni2+처리시아무런

변화를보이지않았다 저해제인 을. PKC sphingosine
로 분동안배양한후동일한방법으로세포질10 M 20

Figure 3. Effect of Ni2+ on the [Ca2+]i of mouse
early 2-cells embryos in control medium. Total
tested embryos were 31 embryos. Arrow, addition of
1mM Ni2+.

Figure 4. 1mM Ni2+ addition induced [Ca2+]i
transient in Ca2+-contained medium or Ca 2+ -free
medium (2mM EGTA contained). Arrow, addition of
1mM Ni2+.

Figure 5. The effect of U73122 (PLC inhibitor,
5uM) on the Ni 2+ induced [Ca2+]i transients. Ni 2+

addition was 50 sec. DMSO was solvent of U73122,
used 0.5%. Early 2-cell embryos were cultured in
control medium or U73122 contained medium (5uM,
10min).

Figure 6. The effect of sphingosine (PKC
inhibitor, 10uM) on the Ni2+ induced [Ca2+]i
transients. Ni2+ addition was 50 sec. Early 2-cell
embryos were cultured in control medium or
sphingosine contained medium (10uM, 20min).
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내 Ca2+ 농도변화를측정하였다 개의초기 세포. 41 2-
기배모두에서 Ca2+의농도변화가나타나지않았다

(Figure 6).
세포 내 소기관인 소포체(endoplasmic reticulum,
의 막에 있는ER) inositol tri-phosphate receptor(IP3R)

를저해하여소포체에저장되어있던 Ca2+의분비를

저해하는 시약으로 과heparine xestospongin C (XeC)
를 사용하였다 을 미세 주입하. Heparine(MW 4000)
였으며 주입된 의 기능 여부를 확인하기 위heparine
해 을 자극하는 를 이 주IP3R IP3(MW 648.6) heparine
입된 수정란에 미세주입하였다 (Figure 7). Heparine
에 대한 대조군으로 용매로 사용된 를PBS heparine
대신 미세 주입하였다 각처리물질을함유한미세.
주입피펫이 세포막을통과하는순간세포질내 Ca2+

이 급격히 증가되었다 세포질(Figure 7. A, B, & C).
내로주입된 피펫으로 가주입되면 에IP3 Figure 7. A
서와 같이 차적으로2 Ca2+의 증가가 나타나지만

이 미리 주입된 수정란에서는 가 주입되heparine IP3
어도 세포질 내 Ca2+의 농도 증가 현상은 관찰되지

않았다 이 실험으로 미리 주입된(Figure 7. C).

이 의 저해제로 작용고 있음이 확인되heparine IP3R
었다 이미리주입되어 분간배양된수정. Heparine 20
란 및 초기 세포 배를2- Ca2+의 농도를 측정하면서

1mM Ni2+를 세포 외에 처리하였다 에서와. Figure 8
같이대조군인 미세주입군은다른실험에서와PBS
같이 가92.7%(115/124) Ca2+ 농도 증가를 보였지만,

미세 주입군은 만이heparine 6.1%(2/33) Ca2+농도 증

가를 보였다.
또 다른 인 은IP3R antagonist xestospongin DMSO

를 용매로 하여 을 분 처리후10uM 20 Ni2+를 처리하

였으며 대조군은 용매로 사용된 를 분, 1% DMSO 20
간 처리하여 사용하였다 본 실험에 사용된. DMSO
는 다른 실험에서 대조군인 기본 배양액과 큰 차이

를보이지않았다 저해제인 처리. IP3R xestospongin
군은 의배에서62.8%(98/148) Ca2+ 농도증가를보였

다 이는다른실험의대조군인기본배양액처리군.
과비교할때큰차이를보이지않고있다(Figure 9).
세포 내 Ca2+ 조절물질인 은 소포체 막dantrolene

에 존재하는 를 통해 세포질로의ryanodine receptor
Ca2+ 분비를 저해하는 시약이다 본 실험에서는.
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Figure 7. Effect of IP3(250nM) or PBS
injection(▼) on the [Ca2+]i of mouse
zygote. Zygotes were pre-microinjected PBS
or Heparine(1mg/ml) before 20min. (▲),
micropipette injected through oolemma
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을10uM 분간 전처리후20 Ca2+의농도변화를측정

하였다 이 전 처리된 초기 세포 배는. Dantrolene 2-
의 배에서78.1%(43/55) Ca2+ 농도 증가가 관찰되었

다 그러나 반응을 나타낸 초기 세포 배 개 모. 2- 43
두가대조군에비해매우늦은반응을보였다 대조.
군의 경우 Ni2+가 처리 된 후 초 이였으나143.5 (±2.0)

처리군은 초 로 대조군에 비해dantrolene 291.7 (±4.9)
약 초가 늦은 반응을 보였다150 (Figure 10).

고 찰

생쥐초기 세포배를체외에서배양할때관찰2-
되는 현상은 체외 배양 조건"in vitro culture block"
이 체내 발생 조건을 충족시켜 주지 못하는데서 나

타나는 현상이라고 볼 수 다25 등. Abramczuk 22에서

배의정지현상에극복효과를보여준 가칼슘EDTA

등의 가이온 이며2 chelator 14 의 를C-labeled EDTA 처

리하여초기배를배양한결과세포질내로의유입은

보이지 않았다. 또한 등Suzuki 26은 의108 M EDTA
가처리된배양액을세포질에 미세주입한실험결

과 세포기 이상의 배의 발생이 에 이르렀고4 92%
등Fissore 24의 위황강으로의 미세주입 결과 얻어진

발생정지현상의극복효과는 등Abramczuk 22의주

장과는 달리 가 단순한 배양액내의EDTA metal ion
가 아님을 알 수 있다 그러므로 위의 실험chelator .

들에서 보인 극복 효과는 가 세포질이나 세EDTA
포막의 칼슘 또는 칼슘 등에 작용하였-channel -pump
거나 세포막에 을 일으켜 세포질signal transduction
내 칼슘의 농도가 증가함으로써 세포 분열의 재개

를 일으키고 있음을 보여주고 있는 것이지

등Abramczuk 22이 주장했던 것처럼 중금속의

작용으로서 이극복되는 것은 아chelator 2-cell block
니었다 한편 세포막에 있는. Ca2+ 인-channel bloker
Ni2+이 미량으로 배양액에 첨가된 경우 "in vitro

현상이 극복되었다culture block" .25

본 실험에서는 배양액에 첨가된 Ni2+ 이 세포내

Ca2+농도 증가 현상을 유도하며 이때 증가되는

Ca2+의 기원을 확인하고자 하였다 은. Figure 1 Bae
와 Yoon25와 유사한 결과를 보여 주고 있으며, Bae
와 Yoon25에서 배양액에 처리된 여러 가지 양이온

을 처리하면서 세포내 Ca2+ 농도 변화를 조사하였

다. Ca2+ 저해제인 Co2+은 생쥐의 의Leydig cell ster-
oi 를 저해하며dogenesis 28 골격 골화 과정, (skeletal

과 배아와 태아의 발달을 지연시킨다ossification) .29
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Figure 8. The effect of heparine(IP3 receptor
antagonist, 4.9mg/ml) on the Ni2+ induced [Ca2+]i
transients. Ni addition was 50 sec. PBS injected
embryos, heparine injected embryos, A : Percentage
of the responsed embryos by Ni2+ addition, ( ): total
treated embryos.

Figure 10. The effect of dantrolene (Ryanodine
receptor antagonist, 1uM) on the Ni2+ induced [Ca2+]i
transients. Ni addition was 50 sec. Early 2-cell
embryos were cultured in control medium or
dantrolen contained medium (10uM, 20min).
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Figure 9. The effect of xestospongin (IP3 receptor
antagonist; XeC) on the Ni2+ induced [Ca2+]i tran-
sients. Ni addition was 50 sec. Early 2-cell embryos
were cultured in control (1% DMSO contained)
medium or XeC contained medium (10uM, 20min).
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또 생쥐 배아의 체외 배양 중 부화 및 영양세포층

의 에는 영향을 미치지 않지만 형성outgrowth ICM
에는 영향을 준다39 본 실험에서는. Co2+의 처리로

세포질 내 Ca2+의 농도가 급격히 증가함을 알 수

있다 (Figure 2. E). Cd2+는 등Paskey 30은 Cd2+가 세2-
포 배에는 저항성을 보이지만 배의 발달이 진전되

면서 저항력은 낮아져 상실배 이후에는 쉽게 퇴화

된다고 하였다 와. Bae Yoon25에서도 10-2 처리uM
군에서 시간 배양이 지속되어도 건강한 상태의72
세포 배의 비율이 매우 높다 본 실2- . 험에서는

Co2+ 보다 더욱 높은 Ca2+ 증가를 보이고 있다

(Figure 2. F). Co2+와 Cd2+는 고양이의 부신 수질

세포에서 세포 내 Ca2+를 증가 시켜 catecholamine
의 유도를 증가시킨다고 보고한 바 있다.30 Co2+ 와

Cd2+와 같이 세포 내 Ca2+ 농도 증가를 보여주는

Ni2+는 배양 실험에서 현상"in vitro culture block"
을 극복하는 효과를 보였다 또(Figure 2. G). Ni2+에

의해 증가되는 Ca2+는 각 배아마다 매우 유사한 양

상을 보이고 있다 이들 양이온들과는(Figure 3).
달리 Ba2+, Sr2+ 와 는Li+ Ca2+ 농도에 영향을 주지

못하고 있다 (Figure 2. B, C, and D).
을 극복시키면서 세포질"In vitro culture block"

내 Ca2+ 농도 증가를 보인 Ni2+를 처리하면서 세포

내에 증가되는 Ca2+의 기원을 조사하고자 여러 가

지 화학 물질을 처리하였다 세포 내에 증가되는.
Ca2+는 소포체등과 같은 에서 분비되거나 세포ER
막에 있는 Ca2+ 을 통해 세포 밖으로부터 유-channel
입된 결과일 것이다 본 실험에서는. Ni2+에 의해 증

가된 Ca2+의 기원을 조사하기 위해 배양액 내의

Ca2+를 완전히 제거하고 를 첨가하여2mM EGTA
Ca2+ 농도 변화를 측정한 결과 Ca2+가 세포 내 소기

관에서 분비되고 있음을 알 수 있다(Figure 4).
등의 외부Hormone, growth factor, other agonists

자극은 세포막에 존재하는 단백질을 경유하여G-
inositol triphosphate (IP3 와 를) diacylglydcerol(DAG)
만들며 증가된 는 소포체IP3 (endoplasmic reticulum)
등의 intracellular Ca2+ 로부터store IP3-gated Ca2+

을 열어release channel intracellular Ca2+ 를transient
일으키거나 의sarcoplasmic reticulum ryanodine re-
cep 을 통해 를 유도한다tor(RyR) calcium release 26.

에서 을 통해 활성화 되Figure 5 G protein 는

의 저해제 시약인 를 전처리phospholipase C U73122
한 후 Ni2+에 의한 Ca2+ 농도 변화를 조사하였다.
생쥐 난자에 IP3나 Ca2+자체를 미세주입 하였을

때 IP3보다는 Ca2+ 주입이 세포 내 반복적인 Ca2+-
농도 증가(Ca2+ 를 유도하고 있다고 보고-oscillation)
하였으며31, Miyazaki32는 햄스터 수정란에 IP3 에

대한 를 미세 주입하였을 때antibody Ca2+-oscilla-
이 저해되고 있다고 보고하여 난자 성숙 및 수tion

정 과정에서 일어나는 Ca2+ 의 경로를 조-oscillation
사하였다.33,34,35 또 생쥐 난자의 수정시에 나타나는

Ca2+ 은 난자의 성숙 상태에 따라-oscillation iono-
그리고 정자에 대한mycin, thapsigargin, ryanodine,

반응도가 달라 난자 성숙동안 Ca2+ 이 변-modulation
함을 뒷받침 한다.36 소의 성숙된 난자에서도 IP3과

가 존재하고 있음이 밝혀졌으며ryanodine receptor
Ca2+ 를 처리함으로써-modulator Ca2+ 가 유-transient
도되는 것으로 증명되었다.37 한편 미성숙 난자의

성숙 과정에서 나타나는 Ca2+ 의 경-oscillation 로를

조사하는 보고에서도 여러가지 Ca2+- 를modulator
처리하였을 때, IP3 이-induced calcium release (IICR)
유도되고 있다고 보고하였다.38 한편 생쥐 배의 발

생 과정에서 PLC-dependent 를 통해 세포pathway
내 Ca2+농도 증가로 포배기 형성이 촉진되며 이는- ,
IP3을 통해 이루어진다.39,40 미성숙 난자의 성숙 과

정에서 관찰되는 Ca2+- 은 를 처리oscillation U73122
하여 의 분비를 저해하면 나타나지 않는다IP3 .38 성

숙 난자의 경우 과 이 존PLC gamma( )1 beta( ) type
재하고 있으며, PLC 저해제인 를 사용하면U73122
정자혹은 acetylcholine에 의한 세포 내 Ca2+ 농도 증

가가 저해 된다.41 는 를 저해하고 그로U73122 PLC
인해 의 생성이 저해되고 이어 수용체를 통IP3 IP3
한 소포체로 부터의 Ca2+의 분비가 저해된다고 할

수 있다 또 성숙난자가 정자와 수정과정 중 정자.
의 세포막에 있는 이 난자의PLC zeta form Ca2+

을 유도하고 있어 이를 로oscillation 'sperm factor'
보고 있다.42

본 실험에서도 가 처리된 배들은U73122 Ni2+를

처리하여도 Ca2+의 농도 변화는 관찰 되지 않아

Ni2+에 의한 세포내 Ca2+ 농도 증가는 를 경유PLC
하고 있음을 알 수 있다.

에 의해 세포막의PLC phosphatidylinositol(4,5)
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로부터 생성된 은bisphosphate (PIP2) DAG protein
를 활성화시킨다 돼지 난자가 단위 생식kinase C .

적으로 활성화될 때 는PKC mitogen- activatied
를 저해하여 난자의 활성화를 유도한protein kinase

다.44 또 사람 난자의 활성화 과정에서 저해제PKC
를 전처리하면 정자에 의한 Ca2+의 증가 현상이 나

타나지 않는다.45 본 실험에서도 의 저해제인PKC
은 처리된 개의 배에서sphingosin 41 Ni2+를 처리하

여도 Ca2+ 농도 변화를 일으키지 않고 있다 이런.
과정으로 볼때 NI2+ 의한 Ca2+ 의 농도 변화는 PKC
를 통해 이루어지는 것으로 볼 수 있다.

Ca2+이 세포내 소기관으로부터 분비되는 경로를

확인하기 위해 의 저해제인 을IP3 receptor heparine
미세 주입한 후 Ni2+를 처리하였다 에서 는. Fig 7 A
수정란 세포막을 미세주입용 파이펫의 는PBS Ca2+

가 제거되고 가 첨가되어 미세 주입용2mM EGTA
용액에는 Ca2+가 완전히 제거되었다고 할 수 있다.
따라서 Ca2+의 농도 증가는 stress-induced Ca2+

로 볼 수 있다release .46 에서 을 미Fig 7 B heparine
세주입한 수정란에 를 미세 주입하면IP3 Ca2+가 급

격히 증가하므로 본 실험에 사용된 이heparine IP3
수용체의 저해제로써의 기능을 갖고 있음을 확인

하였다 에서는 이 미세 주입된 수정란. Fig 8 heparin
은 Ni2+를 처리하여도 Ca2+ 농도가 증가하지 않았

다 따라서 이는. Ni2+에 의해 증가되는 Ca2+는 세포

내 수용체를 경유하여 이루어짐을 알 수 있IP3
다.47,48

의 저해제인 은 돼지 골격근RyR dantrolene(Dan)
세포의 을 저해하여RyR 1 Ca2+ 의 분비를 저해한

다.49 본 실험에서도 을 전처리 하면 처리하지Dan
않은 군 보다 Ni2+에 대한 반응이 초기에는 나타나

지 않다가 느리게 나타났다.
결론적으로 위의 결과를 종합해 볼 때 생쥐 초

기 세포 배는2- Ni2+에 의해 세포질내 Ca2+의 농도

가 증가하며 이는 를 통하여 세포내 소기관으IP3R
로부터 분비되는 것으로 여겨진다 이때 증가된.
Ca2+가 다른 세포 주기 조절 단백질을 활성화하여

이 극복된 것으로 추정된다 이로서 초2-cell block .
기 세포기 배에서 일어나는 현상은2- 2-cell block
세포내 Ca2+ 대사 결여로 인한 것이며 Ni2+이 2-cell

에 효과가 있는 것은 세포내block overcome Ca2+저

장고로부터 Ca2+ 방출을 유도하여 세포질 내 Ca2+

농도가 높아져 이로 인한 세포주기 조절 단백질을

활성화 하여 이 극복된다고 추정된다2-cell block .
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